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Campo deirinvenzione 

L'invenzione conceme un metodo per promuovere il differenziamento di 
cardiomiociti. Piu in particolare l'invenzione riguarda un metodo che 
utilizza la proteina Cripto o suoi analoghi o derivati funzionali. per 
indurre cellule staminali a differenziare in cardiomiociti. Nell'ambito 
della presente invenzione le cellule staminali comprendono sia le cellule, 
staminali embrionali che derivate da adulto 

La famiglia di proteine EGF-CFC (comprendenti Cripto, sia umana che 
di topo, che di polio, cryptic, oep, FRL-1, Minchiotti et al. 2001) e 
coinvolta nello sviluppo del miocardio dei vertebrati, anche se il 
meccanismo di azione non e noto. Gli autori della presente invenzione 
hanno investigate il ruolo della proteina Cripto nella cardiomiogenesi, e 
hanno trovato che sia I'inizio che la durata dell'esposizione a Cripto 
sono cruciali per indurre il differenziamento di cellule embrionali 
staminali (ES) in cardiomiociti, indicando che Cripto agisce in una fase 
precoce. Inoltre Gli autori hanno riportato che I'induzione di Cripto attiva 
una proteina intracellulare che funge da trsduttore del segnale 
extracelluklare, Smad2 (Adamson et al., 2002) e che la 
superespressione delle forme attivate del recettore Alk4 di tipo I 
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compensa per la mancanza del segnale di Cripto. Entrambi i domini 
EGF-CFC sono richiesti nella cardiomiogenesi. 

L'invenzione trova una vantaggiosa applicazione come stimolatore di 
cellule staminali per i trapianti per il trattamento di malattia degenerative 
come Tinfarto del miocardio, (Min JY, et aL, 2002). Come e noto, il 
cuore adulto ha una capacita rigenerativa limitata, pertanto qualsiasi 
perdita cellulare significativa, come quella che avviene durante un 
procedimento di infarto estensivo, § per lo piu irreversibile e puo portare 
ad un progressivo deterioramento della funzione cardiaca ed alio 
sviluppo di una insufficienza cardiaca (Gepstein et aL, 2002). Sia le 
cellule staminali (ES) umane che di topo differenziano spontaneamente 
in vitro in cardiomiociti, con la tecnica dei Corpi Embrioidi (EB); tuttavia 
specifici stimoli biochimici non sono noti. Inoltre le cellule di 

* 

cardiomiociti sono solo una minoranza della popolazione cellulare degli 
EB. LMntroduzione di geni di controllo dello sviluppo in cellule staminali 
rappresenta una strategia vantaggiosa per direzionare il loro 
differenziamento, sebbene vi siano diversi effetti indesiderati, dovuti alia 
varianza clonale, alia dipendenza dal promotore ed alia capacita di 
alcune cellule staminali di reprimere I'espressione di transgeni espressi 
ectopicamente (Boehler et al. v 2002). Per superare questo problema 
risulta evidente Tesigenza di identificare molecole secrete in grado di 
indurre il differenziamento delle cellule staminali verso la linea cardiaca. 
Forma pertanto oggetto della presente invenzione un metodo per 
indurre cellule staminali a differenziare in cardiomiociti che comprende 
Tesposizione per un tempo e in quantita efficaci di una proteina della 
famiglia EGF-CFC o suoi derivati aventi almeno i domini EGF e CFC. 
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Preferibilmente i domini derivano dalla sequenza della proteina Cripto, 
ancora piD preferibilmente dalla sequenza della proteina Cripto umana, 
alternativamente dalla sequenza della proteina Cripto di topo. 
E' ulteriore oggetto dell'invenzione una composizione per uso 
terapeutico per il trattamento di deficienze cardiache, comprendente 
una quantita terapeuticamente efficace di una proteina o derivato di 
essa, avente almeno i domini EGF e CFC di una proteina della famiglia 
EGF-CFC. Preferibilmente la proteina ha almeno i domini EGF e CFC 
della proteina Cripto, piCi preferibilmente i domini derivano dalla 
sequenza della proteina Cripto umana, alternativamente i domini 
derivano dalla sequenza della proteina Cripto di topo. 
La presente invenzione verra ora descritta in suoi esempi non limitativi 
in riferimento alle seguenti figure: 

Figura 1. Rappresentazione schematica del protocollo sperimentale 
utilizzato per il differenziamento di cellule ES in cardiomiociti (adattato 
da Maltsevetal., 1993). ' 
Figura 2. Dissezione funzionale di Cripto 

(A) Rappresentazione schematica delle proteine dedotte dal cDNA di 
cripto. EGF: (Epidermal Growth Factor); CFC: (Cripto, FrL1, Cryptic); 
Minchiotti et al., 2001 S.P.: peptide segnale. 

(B) Determinazione dei domini minimi richiesti per I'attivita di Cripto nel 
differenziamento dei cardiomiociti. Sia Cripto wt che mutanti di 
delezione sono stati trasfettati in cellule ES Cripto''"; un vettore vuoto e 
stato usato come controllo. La percentuale di EB con aree di 

• » 

contrazione ritmica evidenziabili al microscopio ottico e stata individuata 



dal giorno 8 al giorno 12. I dati sono rappresentativi di almeno due 
esperimenti indipendenti. 

(C) Analisi Western blot di terreni condizionati da cellule 293EBNA 
trasfettate con i mutanti di delezione del cDNA di cripto. Le cellule 
erano co-trasfettate con il vettore di espressione Plgf come controllo " 

■ 

interno (si veda Mat. e Met.). Colonna 1: EGF-CFC; colonna 2: EGF 
lungo; colonna 3: vettore. La massa molecolare degli standard proteici 
e indicata (kDa). 

(D) Espressione di geni specifici cardiaci MLC2v e aMHC durante il 
differenziamento in vitro di cellule ES wt o Cripto-'-. La RT-PCR e stata 
attuata su RNA, estratti da cellule ES non differenziate o da EB durante 
un .periodo di differenziamento di 10 giorni (giorni da 2 a 10). 
L'espressione del gene HPRT e stata analizzata come controllo interno. 

(E) Livelli di espressione di RNA dei geni MLC2v e aMHC cardiaci 
durante il differenziamento in vitro di cellule ES Cripto" 7 - che 
superesprimono cripto wt o mutanti di delezione. L'RNA era purificato 
ai giorni 5, 7 e 1 0 del protocollo di differenziamento e sottoposto a RT- 
PCR. II vettore vuoto era utilizzato come controllo interno. I risultati 
sono rappresentativi di due programmi di differenziamento indipendenti. 
Figura 3. Profilo di espressione di Cripto durante il differenziamento 




in 



vitro di cellule ES. 



Lisati totali di cellule ES non differenziate o di EB a diversi giorni dal 
differenziamento (da 2 a 7 giorni), derivati da cellule ES Rl (wt) o DE7 
(Cripto v -) sono stati raccolti in tamponi di lisi ed analizzati per Western 
blot utilizzando un antisiero policlonale anti-peptide Cripto (Minchiotti et 
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al. f 2000). I dati sono stati normalizzati per il livello di espressione della 
Porina 

Figura 4. Dinamica del segnale di Cripto durante il differenziamento dei 
cardiomiociti 

A) Definizione dell'attivita temporale di Cripto. Percentuale di EB 
Cripto"'" contenenti aree contrattili dopo aggiunta della proteina Cripto 
ricombinante. 10 ug/ml di proteina Cripto solubile sono stati aggiunti agli 
EB ad intervalli di 24 ore dal tempo 0 del saggio di differenziamento in 
vitro (si veda schema in Figura 1). II numero di EB contenenti aree 
contrattili e stato indagato dai giorni 8 ai 12 del differenziamento in vitro. 

B) Attivita dose-dipendente della proteina Cripto. EB Cripto" 7 " di 2 giorni 
sono stati trattati con quantita crescenti di proteina cripto solubile 
ricombinante per 24 ore e poi coltivati per I restanti giorni. La comparsa 
di aree contrattili e stata indagata dal giorno 8 al 12 del 
differenziamento in vitro. 

C) Durata del segnale df Cripto. EB Cripto" 7 " di due giorni sono stati 
trattati con 1 0 pg/ml di proteina Cripto solubile ricombinante per tempi 
diversi: 1h, 12h, 24h, per 3 giorni; gli EB sono stati poi lavati per 
rimuovere la proteina e coltivati per i restanti giorni. Le cellule sono 
state esaminate per il differenziamento cardiaco come sopra descritto. 
In tutti i casi due cloni ES Cripto* 7 " indipendenti (DE7 e DE14) sono stati 
utilizzati. I dati sono rappresentativi di almeno due esperimenti 
indipendenti. 

Figura 5. Attivazione di Smad2 in aggregati cellulari Cripto" 7 " trattati con 
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I 

la proteina Cripto ricombinante. 



EB Cripto"'" di due giorni sono stati private del siero per 3 ore e poi 
trattati con 10 jxg/ml di proteina Cripto ricombinante per 30', 60', 120' o 
non trattati come indicate). L'attivazione di Smad2 e stata rivelata 
mediante analisi di Western blot utilizzando un anticorpo anti-fosfo- 
Smad2. 1 livelli di Smad2 totale sono stati comparati. 
Figura 6. Profilo di espressione di Nodal, Allk4 e ActRIIB durante il 

« 

differenziamento dei cardiomiociti e loro effetto sull'induzione cardiaca. 

(A) Livelli di espressione dell'RNA dei geni Nodal, Alk4 e ActRIIB 
durante il differenziamento in vitro di cellule ES. L'analisi RT-PCR e 
stata effettuata su RNA estratti da cellule ES non differenziate o da EB 
(sia wt che Cripto"'") per un periodo di differenziamento di 10 giorni (da 
giorno 2 a 10). II gene HPRT e stato usato come controllo interne 

(B) Analisi mediante Western Blot di lisati totali da cellule 293EBNA 
trasfettate con il gene AIk4 umano wt o la sua forma "Ha-tagged" . 
attivata in maniera costitutiva (ca). Le cellule erano cotrasfettate con il 
vettore di espressione Jun-HA come controllo interno. Un anticorpo 
monoclonale anti-HA e stato utilizzato per evidenziare i livelli di 

* 

proteina. 

(C) Profilo di espressione dell* RNA del gene aMHC durante il 
differenziamento di cellule ES Cripto"'" (giorni 5, 7 e 10) che 
superesprimono Alk4 o Taram-A wt o in forma attivata. II gene HPRT e 
stato usato come controllo interno. 

.Figura' 7. Identificazione delle porzioni necessarie di Cripto per 
Pinduzione e. il differenziamento cardiaco. 
Rappresentazione schematica di Wt e mutanti di cripto. 
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(A) Analisi Western blot di lisati totali da cellule 293EBNA trasfettate 
con Cripto wt o suoi mutanti. II vettore di espressione Jun-HA e stato 
cotrasfettato come controllo interno. Per evidenziare i livelli di proteina 
sono stati utilizzati anticorpi policlonali anti-Cripto o monoclonali anti- 
HA. 

(B) Livelli di espressione dell'RNA dei geni cardiaci ctMHC e MLC2v 
durante il differenziamento in vitro di cellule ES Cripto' 7 ' (giorni 5, 7 e 
10) che superesprimono cripto wt o suoi mutanti. II livello di espressione 
del gene HPRT § stato analizzato come controllo interno. 

Materiali e Metodi 
Plasmidi e mutanti 

II vettore pallino pA e derivato dal vettore di espressione pallino 
(gentilmente fornito dalla Dr. S. Chiocca) con le seguenti modifiche: il 
promotore del virus CMV e stato exciso come frammento di DNA 
EcoRI/Hind III e sostituito con un frammento di DNA Sall/Hindlll 
comprendente il promotore per la a-actina di polio seguita dalla 
sequenza 3' del gene per la /?-globina di coniglio ( dal vettore pCXN2; 
Niwa et al., 1991). Altri vettori plasmidici possono essere utilizzati a 
condizione che il cDNA da esprimere sia sotto il controllo di sequenze 
promotrici della trascrizione e di sequenze stabilizzatrici al 3' attive in 
cellule staminali, come il promotore della jff-actina e la sequenza al 3' 
della jff-globina. Siti di restrizione sono stati trattati con polimerasi di 
Klenow. Tutti i mutanti derivati di cripto descritti (sia di delezione che di 
sostituzione) sono. stati ottenuti con il metodo basato su PCR 
utilizzando il cDNA completo di Cripto e oligonucleotidi appropriati come 

* 

gia descritto (Minchiotti et al., 2001). Cripto-His qui rinominato "Cripto 



secreto" e i derivati EGF-CFC sono stati gia descritti (Minchiotti et al., 
2001). I cDNA per: cripto EGF lungo (dal nucleotide -5 al nucleotide 
+288 del cDNA di cripto, Dono et al., 1993) e per cripto EGF corto (dal 
nucleotide -5 al +75 fusi ai nucleotidi +157/+288 dei cDNA di cripto ), 
Alk4 wt e quello attivato (ca), Taram-A wt e quello attivato (ca), sono 
stati subclonati nel vettore /?A pallino per I'espressione in cellule ES. 
Quando necessario i siti di restrizione sono stati trattati con polimerasi 
di Klenow. 

Colture cellulari e differenziamento ES 

Cellule umane da rene embrionale 293 (ATTC, CRL-1573) e 293T 
(ATCC,CRL~11268) sono state coltivate in terreno di Dulbecco 

■ 

modificato da Eagle (Celbio) con 10% siero fetale bovino (Euroclone), 
50 U/ml di penicillina e 50 U/ml di streptomicina (GIBCO). 
Le linee cellulari ES Rl (cellule staminali embrionali di topo wild-type, 
Nagy et al., 1993) e Cripto" 7 *, DE7 e DE14, sono state utilizzate. Cripto' 7 " 
DE7 e DE14 derivano da trasfezione di due cloni indipendenti ES 
Cripto +/ " (Xu et al., 1999). Cellule ES wt e Cripto" 7 " sono state mantenute 
alio stato indifferenziato in coltura con uno strato di fibroblast 
embrionali di topo, trattati con mitomicina C (MEF), secondo procedure 
standard. II terreno usato era terreno di Dulbecco modificato da Eagle 
ad alto contenuto di glucosio (Celbio) contenente 15% siero fetale 
bovino (Hyclone), 0.1 mM p-mercaptoetanolo (Sigma), 1 mM sodio 
piruvato (GIBCO), 1X amminoacidi non essenziali (GIBCO), 2 mM 
glutammina (GIBCO), 100U/ml penicillina/streptomicina (GIBCO) e 10 3 
U/ml fattore di inibizione della leucemia (LIF) (Chemicon). Per il 
differenziamento in vitro in cardiomiociti, le cellule ES erano coltivate in 
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corpi embrioidi, essenzialmente come descritto (Maltsev et al., 1993; 
Wobus et al. 1991). In breve, 400 cellule in 20 (al di terreno di coltura 
senza LIF (Leukemia Inhibitor Factor, utilizzato per mantenere le cellule 
ES in uno stato indifferenziato) erano poste sui coperchi delle piastre di 
coltura riempiti con PBS e coltivati in gocce sospese per 2 giorni. Dopo 
altri 3 giorni di coltura in piastre di Petri per batteriologia (Figura 1) in 
terreno di coltura senza LIF, gli EB di 5 giorni erano piastrati 
separatamente su piastre a 48 pozzetti ricoperte di gelatina per 
un'analisi morfologica, e su piastre da 100 mm per RT-PCR e Western 
blot. La contrazione ritmica degli EB, che indica it differenziamento in 
muscolo cardiaco, e stata monitorata usando un miscroscopio a 

■ 

contrasto di fase (Leica). 

Trasfezione delle cellule e purificazione della proteina 
Cellule ES non differenziate (10 7 /ml) sono state sottoposte ad 
elettroporazione con DNA linearizzato (30 fig) a 400 V, 250 //F in 0.9 ml 
di PBS. Derivati del vettdre pallino pA sono stati digeriti con Seal; le 
mutazioni nucleotidiche sono state introdotte per PCR per eliminare 
Peccesso di siti Seal, quando necessario. Le cellule elettroporate erano 
poi piastrate su cellule STO (Smith and Hooper, 1983) resistenti alia 
puromicina in terreno di coltura., 24 ore dopo il piastramento, il terreno 
era sostituito con terreno fresco con 2 ng/ml puromicina e cambiato 
ogni giorno. Al giorno 7 dopo I'elettroporazione, i cloni resistenti erano 
raccolti, espansi e sottoposti al saggio di differenziamento. La 
trasfezione di cellule 293EBNA era effettuata come g\k descritto 
(Minchiotti et al., 2000). L'efficienza era monitorata per cotrasfezione 
con un cDNA codificante Plgf (Maglione et al., 1 991 ). 
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La proteina Cripto ricombinante secreta gia denominata Cripto-His era 
ottenuta e purificata come gia descritto (Minchiotti et al., 2001). In 
breve, la proteina era purificata da terreno condizionato di un clone di 
cellule 293 stabilmente trasfettato (ottenuto con il vettore pCDNA3 
cripto-His (Minchiotti et al., 2001), usando il sistema di purificazione di 
proteine Qiaexpress (Quiagen). La proteina purificata era dializzata 
contro 50mM tampone sodio fosfato, pH 8. La proteina ricombinante 
Cripto-Fc era purificata da terreno condizionato di cellule 293T 
trasfettate con il vettore CriptoFc/pIg, secondo le istruzioni del 
produttore (R&D). 

Western blot e induzione di Smad2 

Cellule ES indifferenziate (wt o Cripto"'") o EB derivate da linee cellulari 
ES wt (Rl) o Cripto"'" (DE7) a diversi stadi di differenziamento in vitro 
sono state lisate in un tampone con: 10mM Tris/CI pH 8, 140mM NaCI, 
2mM EDTA pH 8, 1% NP-40 e analizzate per western blot come gia 
descritto (Minchiotti et al., 2000). Gli anticorpi monoclonal*! anti-HA 
(12CA5) (ROCHE) 31 HL anti-Porina 31 HL (Calbiochem, cat. #529538) 
erano usati secondo le istruzioni del rispettivo produttore. 
EB Cripto" 7 " di due giorni erano tenuti per 3 hr in terreno senza LIF in 

* 

basso siero (1%), dopo che la proteina Cripto-His era aggiunta 
direttamente alio stesso terreno. Al tempo indicato, gli EB erano disciolti 
in tampone di lisi di Laemmli (Laemmli, 1970) e analizzati per Western 
blot usando il sistema Trans-Blot Semi-dry (BIO-RAD), secondo le 
istruzioni del produttore. Gli anticorpi policlonali di coniglio anti- 
Smad2/3, anti-fosfo-Smad2 (Ser465/467) (Upstate Biotechnology) e 
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anti-fosfo-ERK (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) erano usati secondo le 
istruzioni del produttore. 
Preparazione del RNA e RT-PCR 

» 

RNA totale da cellule ES non differenziate o da EB a diversi stadi di 

■ 

differenziamento in vitro era estratto con il kit TRlzol (Life Technologies 
Inc.) secondo le istruzioni del produttore e trascritto inversamente in 
cDNA con la trascrittasi inversa Superscript II (Life Technologies Inc.) e 
esameri random (come inneschi). Campioni di cDNA sintetizzati da 
100ng di RNA totale erano sottoposti ad amplificazione con PCR con 
inneschi specifici. Gli inneschi e le condizioni della PCR erano le 
seguenti: 

Nodal: F, 5'TTCCTTCTC AG GTCACGTTTGC3' ; 

R, S'GGTGGGGTTGGTATCGTTTCAS, 
temperatura di ibridazione 58°C, cicli 35, frammento di 518 bp; 
ALK-4: F, 5' AAGG ATCC AG GCTCTGCTGTGTG CC3' ; 

R, 5'ACGGATCCATGTCCAACCTCTGGCGG3', 
temperatura di ibridazione 60°C, cicli 30, frammento di 41 1 bp; 
ActRIIB: F, 5'ATGTGCCGTGGTGTCGTGGT3' 

R, 5'GACCTCCTGATCAGGGATAC, 
temperatura di ibridazione 58°C, cicli 30, frammento di 541 bp; 
MLC2v: F, 5'GCCAAGAAGCGGATAGAAGGCGGG3'; 

R, 5'CTGTGGTTCAGGGCTCAGTCCTTC3'; 
temperatura di ibridazione 70°C, cicli 33, frammento di 490 bp; 
a MHC cardiaca : F, 5'GGAAGAGTGAGCGGCGCATCAAGG3' 

» 

R, 5'CTGCTGGAGAGGTTATTCCTCG3' , 
temperatura di ibridazione 65°C, cicli 30, frammento di 301 bp; 
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HPRT: F, 5'CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG3' 

R, 5'CCTGAAGTACTCATTATAGTCAAGG3', 
temperatura di ibridazione 58°C, cicli 25, frammento di 369 bp; utilizzato 

t 

come controllo. 
Derivati mutanti di Cripto 

Tutti i mutanti di cripto (sia di delezione che di sostituzione) erano 
ottenuti con metodo basato su PCR con il cDNA completo di Cripto 
come gia descritto (Minchiotti et al., 2001); in tutti i casi i frammenti 
amplificati erano sequenziati in entrambe le direzioni con il metodo 
d id eossinu cl eotid ico . 
A. Mutanti per delezione 

II cDNA Cripto-His (sequenza dal nt -5 al nt +468 del cDNA cripto) era 
clonato nel vettore di espressione pCDNA3 (Invitrogen) o in pallino 0A. 
II cDNA Cripto-Fc (sequenza dal nt -5 al nt +468 del cDNA cripto) era 
prodotto usando il sistema di espressione pig-tail (N. MBK-006-5, 
R&D). Entrambi i cDNA sono stati gia descritti (Minchiotti et al., 
Development, 2001, 4501-4510). 

II cDNA EGF-CFC (sequenza dal nt -5 al nt +75 fusa ai nt. 157-468), il 
cDNA EFG lungo (sequenza dal nt -5 al nt +288) e il cDNA EGF corto 
(sequenza dal nt -5 al nt +75 fusa ai nt 1 57-288) erano clonati in pallino 
£A. 

B. Mutanti puntiformi 

I derivati di cDNA cripto erano ottenuti con i seguenti oligonucleotidi: 
1. Asn63-lle 

5'-GTAAGTCGCTTATTAAAACTTGCTGTC-3' 
5'-G ACAG CAAGTTTTAATAAG CG ACTTAC-3' 
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2. Gly71 -Asn 

5'-CTTGCTGTCTGAATGGAAACACTTGCATCCTGGGGTCC-3' 
5'-GGACCCCAGGATGCAAGTGTTTCCATTCAGACAGCAAG-3' 

3. Thr72-Ala 

5'-GAATGGAGGGGCTTGCATCCTGG-3' 
5'-CCAGGATGCAAGCCCCTCCATTC-3' 

4. Ser77-Ala 

5'-CTTGCATCCTGGGGGCCTTCTGTGCCTGC-3' 
5'-GCAGGCACAGAAGGCCCCCAGGATGCAAG-3' 

5. Phe78-A!a 

5'-GCATCCTGGGGTCCGCCTGTGCCTGCCCTCC-3' 
5--GCATCCTGGGGTCCGCCTGTGCCTGCCCTCC-3' 

6. Phe78-Trp 

5-GCATCCTGGGGTCCTGGTGTGCCTGCCCTCC-3' 
5'-GGAGGGCAGGCACACCAGGACCCCAGGATGC-3' 

7. His104-Ala 

> 5'-GTGGGTCTATCCTCGCTGGCACCTGGCTGCCC-3* 
5-GGG CAGCCAGGTG CCAG CG AG G ATAG ACCCAC-3' 

■ 

8. Trp1 07-Gly 

5-CATGGCACCGGGCTGCCCAAG-3' 
5'-CTTGGGCAGCCCGGTGCCATG-3" 

9. Arg116-Ala 

5'-GTGTTCCCTGTGCGCATGCTGGCACGGCCAG-3' 
5'-CTGGCCGTGCCAGCATGCGCACAGGGAACAC-3' 

10. Leu122-Asn 

5'-GCTGGCACGGCCAGAACCACTGTCTTCCTCAG-3' 
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5-CTGAGGAAGACAGTGGTTCTGGCCGTGCCAGC-3' 

I cDNA Alk4 WT e attivato (CA), Taram-A WT e attivato (CA), smad2 

attivato (smad2CA) e Ras attivato (RasCA) erano subclonati in pallino 

fiA per espressione in cellule ES. Quando necessario, i siti di restrizione 

erano trattati con polimerasi di Klenow. 

Le sequenze delle proteine ottenute sono indicate di seguito: 

mCripto 

MGYFS S S WLLVAI S S AFEFGPVAGRDLAI RDNS I WDQKEPAVRDRS FQFVP S 
VGIQNSKSLNKTCCLNGGTCILGSFCACPPSFYGRNCEHDVRKEHCGSILHGT 

WLPKKCSLCRCWHGQLHCLPQTFLPGCDGHVMDQDLKASRTPCQTPSVTTTFM 
LAGACLFLDMKV 

Nucleotidi -5 a +51 6 (Dono et al., 1993) 
Amminoacidi 1-171 (Dono et al., 1993) 
Secreted (mCripto) 

MGYFS S S WLLVAI S SAFEFGPVAGRDLAIRDNS I WDQKEPAVRDRS FQFVPS 
VGI QNS KSLNKTCCLNGGTC I LGS FCACPPS FYGRNCEHDVRKEHCGS I LHGT 
WLPKKCSLCRCWHGQLHCLPQTFLPGCDGHVMDQDLKASRTPCQTPSVTT 

Nucleotidi -5 a +468 della sequenza di Cripto (Dono et al., 1 993) 
Amminoacidi 1-156 della sequenza di Cripto (Dono et al., 1993) 

> 

Secreted His-tagged (mCripto His) 

MGYFS S S WLLVAI S SAFE FGPVAGRDLAI RDNS I WDQKEPAVRDRS FQFVPS 
VGIQNSKSLNKTCCLNGGTCILGSFCACPPSFYGRNCEHDVRKEHCGSILHGT 

WLPKKCSLCRCWHGQLHCLPQTFLPGCDGHVMDQDLKASRTPCQTPSVTTTOS 
GHHHHHH 

Nucleotidi -5 a +468 della sequenza di Cripto (Dono et al., 1993) 
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Amminoacidi 1-156 della sequenza di Cripto (Dono et al., 1993) 
Amminoacidi 157-166 His-tag 
EGF-CFC (mCripto) 

MGYFSSSVVLLVAISSAFEFGPVAGSVGIQNSKSLNKTCCLNGGTCILGSFCA 
CPPSFYGI^CEHDVRKEHCGSILHGTWLPKKCSLCRCWHGQLHCLPQTFLPGC 

DGHVMDQDLKASRTPCQTPSVTT 

Nucleotidi -5 a +75 fusi a +157 a +468 della sequenza di mouse Cripto 
(Dono etal., 1993) 
Amminoacidi 1-25 fusi a 53-156 

i 

EGF-CFC His-tagged (mCripto) 

MGYFSSSWLLVAISSAFEFGPVAGSVGIQNSKSLNKTCCLNGGTCILGSFCA 
CP P S F YGRNCEHDVRKEHCGS I LHGTWL PKKCSLCRCWHGQLHCLPQTFLPGC 
DGHVMDQDLKASRTPCQTPSVTTTOSGmimnffl 

Nucleotidi -5 a +75 fusi a +157 a +468 della sequenza di mouse Cripto 
(Dono etal., 1993) 
Amminoacidi 1-25 fusi a 53-156 
Amminoacidi 1 57-1 66 His-tag 
EGF short (mCripto) 

MGYFSSSWLLVAISSAFEFGPVAGSVGIQNSKSLNKTCCLNGGTCILGSFCA 
C P P S FYGRNCEHDVRK 

Nucleotidi -5 a +75 fusa a +157 a +288 (Dono et a!., 1993) 
Amminoacidi 1 -25 fusi a 53-96 
EGF long (mCripto) 

MGYFSSSWLLVAISSAFEFGPVAGRDLAIRDNSIWDQKEPAVRDRSFQFVPS 
VGIQNSKSIiNKTCCLNGGTCILGSFCACPPSFYGRNCEHDVRK 
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Nucleotidi -5 a +288 della sequenza mouse Cripto (Dono et al., 1993) 
Amminoacidi 1-96 (Dono et al., 1993) 
h Cripto 

MDCRKMARFSYSVIWIMAI SKVFELGLVAGLGHQEFARPSRGYLAFRDDS IWP 
QEEPAIRPRSSQRVPPMGIQHSKELNRTCCLNGGTCMLGSFCACPPSFYGRNC 
EHDWKENCGSVPHDTWLPKKCSLCKCWHGQLRCFPQAFLPGCDGLVMDEHLV 

ASRTPELPPSARTTTFMLVGACLFLDMKV 

Nucleotidi 244 a 814 della sequenza di Cripto umana (Ciccodicola et al. 
1989). 

Amminoacidi 1-188 (Dono et al., 1993) 

■ 

* 

hCripto secreta 

MDCRKMARFSYSVIWIMAI SKVFELGLVAGLGHQEFARPSRGYLAFRDDS I WP 
QEEPAIRPRSSQRVPPMGIQHSKELNRTCCLNGGTCMLGSFCACPPSFYGRNC 
EHDVRKENCGSVPHDTWLPKKCSLCKCWHGQLRCFPQAFLPGCDGLVMDEHLV 

* 

ASRTPELPPSARTT 

w 

Nucleotidi 244 a 766 della sequenza di Cripto umana (Ciccodicola et al., 
1 989). 

Amminoacidi 1 -1 73 (Dono et al., 1 993) 
h Cripto secreta his-tagged 

MDCRKMARFS YSVIWIMAI SKVFELGLVAGLGHQEFARPSRGYLAFRDDS IWP 
QEEPAIRPRSSQRVPPMGIQHSKELNRTCCLNGGTCMLGSFCACPPSFYGRNC 
EHDVRKENCGSVPHDTWL.PKKCSLCKCWHGQLRCFPQAFLPGCDGLVMDEHLV 

■ • 

ASRTPELPPSARTTTNSGH HHHHH 

Nucleotidi 244 a 766 della sequenza di Cripto umana 

■ 

Amminoacidi 1-173 (Dono etal., 1993) 
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Amminoacidi 1 74-1 83 His tag 




cardiomiociti. 

Dati precedenti su cellule staminali embrionali in coltura mancanti di 
Cripto hanno rivelato un ruolo essenziale per la formazione di 
cardiomiociti contrattili. Cellule ES Cripto^" perdono selettivamente la 
capacita di formare cardiomiociti, procedimento che pud essere 
riattivato per espressione di cripto (Xu et al., 1998). Tuttavia risulta 
altamente vantaggioso indagare se la sua forma secreta possa 
riattivare il differenziamento in cardiomiociti di cellule ES Cripto" 7 ". Per 
questo scopo e stato overespresso un derivativo di cripto secreto, 
mancante deila regione idrofobica al -C terminate per I'ancoraggio alia 
membrana (Minchiotti et al.. 2000), in cellule ES Cripto" 7 " e la sua attivita 
e stata paragonata a quella di Cripto wt. Una popolazione cellulare 
selezionata per la resistenza alia puromicina e stata esaminata per il 
numero di EB contenenti aree contrattili, dal giorno 8 al giorno 12 di 
differenziamento in vitro (Figure 1 e 2A). Sono stati osservati 
cardiomiociti contrattili ritmicamente spontaneamente in cellule ES 
Cripto" 7 " che esprimevano la proteina ancorata alia membrana o secreta 
(Figura 2B). Risultati simili sono stati ottenuti esprimendo una proteina 
Cripto secreta mancante della regione N-Terminale (EGF-CFC; Figure 
2A\ e 2B) indicando che non solo I'ancoraggio di membrana e 

* > 

dispensable per I'attivita ma che il dominio EGF-CFC da solo e 
sufficiente per I'attivita Cripto per I'induzione cardiogenica. E' stato 
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pertanto definito se il dominio di Cripto simile al EGF sia in grado da 
solo di indurre una cardiogenesi simile al peptide EGF-CFC. Due 
derivati per delezione del cDNA di Cripto codificanti nel dominio simile 
all'EGF insieme alia regione N terminate (EGF lungo) o solo il dominio 
EGF (EGF corto, Figura 2B) sono stati generati. Non si osservava 
alcuna area di cellule contrattili in CE derivati da cellule ES Cripto 
esprimenti il peptide EGF lungo o EGF corto (Figura 2B), indicando che 
almeno il dominio CFC di Cripto e essenziale per I'induzione 
cardiogenica. Un'analisi per Western blot ha mostrato che il peptide 
EGF lungo era prodotto e secreto come EGF-CFC (Figura 2C), 
dimostrando cosi che la sua incapacita a riattivare il fenotipo mutante 
dovuta ad una differenza del livello di espressione della proteina. 
Risultati simili sono stati ottenuti con il costrutto EGF corto. Per 
spiegare i dati morfologici osservati, e stata esaminata I'espressione 
della catena pesante della miosina specifica per il cuore (ctMHC) e della 
catena leggera 2v della' miosina (MLC2v), le due principal! proteine 
contrattili dei cardiomiociti. Come atteso, I'espressione dei geni aMHC e 
MLC2v era indotta in cellule ES wt ma non in cellule Cripto - '- dal giorno 
7 di differenziamento in vitro (Figura 2D). II pattern di espressione dei 
geni aMHC e MLC2v in cellule ES wt e stato riprodotto in cellule Cripto' 
'- esprimenti sia cripto wt che il suo derivato secreto, ma non in cellule 
esprimenti il peptide EGF lungo o EGF corto ( Figura 2E). 
Comparsa e durate rtell'attivita Cripto nel differenziamento dei 

* • 

cardiomiociti 
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La comparsa dell'espressione di Cripto durante il differenziamento delle 
cellule ES e stata analizzata. Un'analisi Western blot con anticorpi anti- 
Cripto su lisati da cellule ES sia wt che Cripto" 7 " , ha rivelato che Cripto e 
evidenziabile sin dal giorno 0 e ha un picco al giorno 4 in in CE wt 
(Figura 3). L'accumulo temporaneo di Cripto suggerisce che la sua 
attivita possa essere richiesta ad un punto definite del differenziamento 
dei cardiomiociti. Saggi di trasfezione non sono adatti per indagare sul 
tempo di attivita di Cripto. Pertanto una proteina Cripto ricombinante 
solubile, in cui il C-terminale idrofobico e sostituito con un epitopo 
6xHis, e stato usato (Cripto-His; Minchiotti et al., 2001). In base 
all'osservazione che la proteina Cripto e in grado di promuovere la 
cardiogenesi quando espresso in cellule ES Cripto"'" (Figura 2B), sono 
stati ideati esperimenti in cui il segnale Cripto e stato ricostituito per 
aggiunta di una proteina Cripto ricombinante secreta direttamente alle 
cellule (Figura 4). L'aggiunta di Cripto durante I'intervallo dei giorni 0-2 
restaura efficacemente la'capacita di differenziamento delle cellule ES 
Cripto"'*. L'aggiunta a tempi seguenti provoca una riduzione drammatica 
del differenziamento dei cardiomiociti (Figura 4A). Risuitati comparabili 
sono stati ottenuti con due cloni ES Cripto"'" (DE7 e DE14; Xu et al, 
1998), escludendo pertanto qualsiasi differenza di fenotipo dovuta a 
variazione clonale (Figura 4A). Questi dati indicano che lo stimolo in 
trans con la proteina Cripto solubile era pienamente efficiente per la 
promozione dell'induzione e del differenziamento dei cardiomiociti e, in 
maniera piu rilevante, definisce esattamente quando I'attivita di Cripto e 
richiesta per promuovere la determinazione verso la linea cardiaca. 

k 

Inoltre, per definire la concentrazione ottimale di Cripto richiesta per 
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promuovere la cardiogenesi, sono state aggiunte quantita crescenti di 
proteina Cripto ricombinante purificata direttamente al terreno di coltura 
di EB Cripto-'' di due giorni dalle linee cellulare DE7 o DE14, per 24 ore 
(Figura 4B). Quantita crescenti di Cripto ricombinante provocano un 
aumento dell'efficienza di differenziamento (Figura 4B), indicando 
pertanto che I'induzione cardiogenica mediata da Cripto e dose- 
dipendente. 

E' stato poi indagato se la durata della dose di Cripto e cruciale per la 
sua risposta biologica. EB di 2 giorni da cellule ES Cripto''" DE7 o 
DE14, sono stati trattati con 10 ug/ml di Cripto ricombinante per diversi 
periodi, lavate per rimuovere il Cripto non legato e poi coltivate per i 
restanti giorni. Una risposta di Cripto efficace richiede una induzione 
minima di 24 ore, mentre induzioni piu brevi mostrano un'attivita ridotta 
(Figura 4C). In conclusione la quantita, il tempo e la durata del segnale 
di Cripto sono fattori cruciali per ottenere I'induzione e il 
differenziamento cardiogehico. 
) Cripto attiva Smad2 associato con il differenziamento d ei cardiomiociti. 
I risultati ottenuti nel topo, in Xenopus e Zebrafish indicano un forte 
collegamento funzionale tra le proteine EGF-CFC e il ligando per il 
TGFD (Adamson et al., 2002; Shen and Schier, 2000). In accordo studi 
recenti hanno dimostrato che Cripto puo associarsi con il recettore 
ActRIB di tipo 1 (Alk4) e puo formare un complesso con Nodal e con il 
recettore ActRIIB di tipo 2 (Reissman et al., 2001; Yeo and Whitman, 
2001 , Bianco et al., 2002; Yan et al., 2002). L'attivazione della proteina 
Smad per fosforilazione e un segnale universale dell'evento di 
trasduzione a seguito dell'attivazione dei recettori Alk. Per indagare se 
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Cripto attivi Smad2 durante I'induzione e il differenziamento dei 
cardiomiociti, EB Cripto -7 " di 2 giorni sono mantenuti in basso siero per 
3 ore e poi stimolati con proteina Cripto solubile ricombinante per 30, 60 
o 120 minuti. Un'analisi Western blot ha rivelato che la fosforilazione di 
Smad2 aumenta in maniera significativa seguendo il trattamento con 
Cripto ricombinante. La fosforilazione di Smad2 era evidenziabile gia 
dopo 30 minuti, persistendo a livelli comparabili anche dopo 
esposizione prolungata alia proteina Cripto. Per normalizzare la 
quantita totale di proteina e stato applicato un anticorpo anti-Smad 2-3 
alio stesso blot (Figura 5). Studi in vitro su linee cellulari di mammifero 
hanno suggerito che Cripto e coinvolto nel metabolismo 
Ras/Raf/M EK/M APK (Salomon et al., 1999). Se si indaga 
sull'attivazione della kinasi MAP (ERK) usando un anticorpo anti-fosfo 
ERK si prova che Cripto ricombinante non e in grado di attivarla, 
indicando che Smad2 e attivata selettivamente durante I'induzione e il 
differenziamento dei cardiomiociti indotti d a Cripto. 
Non ci sono dati disponibili sul profilo di espressione di tutti i 
componenti del complesso Alk4/ActRIIB/Nodal durante il 
differenziamento di cellule ES; pertanto e stata controllata per RT-PCR 
I'espressione di Nodal, Alk4 e ActRIIB in EBs derivati da cellule ES wt 
o Cripto''" ES. Nodal, Alk4 e ActRIIB erano espresso in tutti gli stadi 
analizzati (Figura 6A). Se il segnale di Cripto nel differenziamento dei 
cardiomiociti agisse attraverso il recettore Alk4, ci si dovrebbe aspettare 
che la superespressione di un recettore di tipo I, attivo in maniera 
costitutiva, compensi la mancanza del segnale di Cripto per la 
promozione del differenziamento dei cardiomiociti. A questo scopo sono 
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stati superespressi in cellule ES Cripto^ ,1a forma wt o quella attivata ca 
sia di Alk4 Ha-tagged umano che del suo analogo in Zebrafish, Taram- 
A (Renucci et al., 1996). Le chinasi per serina/treonina del recettoer di 
tipo I possono essere attivate in una maniera indipendente dal ligando e 
dal recettore di tipo II sostituendo un residuo acidico con una treonina 
specifica all'interno della regione prossima alia membrana del dominio 
intracellulare, nota per essere coinvolta nella regolazione della chinasi 
(Wieser et al., 1995). La superespressione di Alk4 ca o di Taram-A ca 
restaura parzialmente la capacita di cellule ES Cripto^ a differenziare in 
cardiomiociti (Tabella 1 ). Al contrario, la superespressione dei recettori 
wt, sia TaramA che Alk4 non ha alcuna attivita significativa nonostante 
livelli di espressione simili (Figura 6B). In accordo con i dati morfologici, 

* 

I'espressione del gene crMHC era evidenziabile solo in cellule ES 
Cripto"'* esprimenti la forma attivata dei recettori (Figura 6C). 
Dati recenti in Zebrafish hanno dimostrato che I'attivazione 
intracellulare di Nodal, indbtta per espressione in una forma attivata del 
recettore Taram-A, e sufficiente a indurre le cellule verso la linea 
endodermica (David and Rosa, 2001). Per escludere la possibility che 
Alk4 attivato possa interferire con il differenziamento in cardiomiociti, 
Cripto ricombinante e statao aggiunto a cellule che esprimevano Alk4 
ca. II trattamento con Cripto reinstaura pienamente il differenziamento, 
indicando che il recettore attivato non ha alcun effetto negativo sul 
differenziamento in cardiomiociti (Tabella 2). 

L'analisi dei mutanti Cripto identifie s residui cruciali sia nel dominio di 
EGF che di CFC 
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E' stato mostrato che il dominio EGF-CFC e sufficiente a promuovere 
I'induzione cardiogenica quando superespresso in cellule ES Cripto , 
mentre il dominio EGF da solo non ha tale attivita. Per determinare il 
contributo dei domini EGF e CFC, sono state introdotte nel cDNA per 
Cripto delle sostituzioni per generare mutazioni per aminoacidi singoli 
(Figura 7A); I'attivita delle proteine mutanti corrispondenti e stata 
paragonata al wt nel saggio cardiomiocitico. Sebbene ciascun mutante 
fosse espresso a livelli comparabili al Cripto wt (Figura 7B), tre di essi 
erano completamente inattivi o mostravano un'attivita fortemente ridotta 
(Tabella 3). Risultati simili sono stati ottenuti con due cloni ES Cripto"'' 
indipendenti (Tabella 3). Per supportare i dati morfologici, e stata 
esaminata I'espressione dei geni aMHC e MLC2v per RT-PCR sul 
RNA totale preparato da EB derivati da cellule ES Cripto^' che 
superesprimevano i mutanti di Cripto (Figura 7C). L'espressione dei 
geni aMHC e MLC2v era assente o ridotta nelle cellule che super 
esprimevano i mutanti cripto G71N, F78A o W107G, mentre era 
presente in cellule Criptef'" trasfettate con Cripto wt. Pertanto i residui 
amminoacidici critici sono localizzati nei domini EGF e CFC, indicando il 
requisitp di entrambi per I'attivita di Cripto nell'induzione cardiogenica. 
Lavori recenti hanno mostrato che la proteina Cripto e modificata per 

4 

aggiunta di residui glicidici. Una glicosilazione N-linked interferisce con 
I'attivita biologica di Cripto nel saggio Zebrafish (Minchiotti et al., 2001). 
Piu tecentemente e stato riportato che una fucosilazione O-linked e 
richiesta per I'attivita di Cripto in saggi di costrasfezione in cellule di 

* ■ 

mammifero (Schiffer et al., 2001; Yan et al., 2002). Per determinare se 
le mddifiche post-traduzionali siano richieste per I'attivita di Cripto 



25 



nell'induzione cardiogenica, sono state generate due sostituzioni di 
Alanina, corrispondenti ai siti di N-glicosilazione N631 e di O- 
fucosilazione T72A. Le attivita delle proteine mutanti corrispondenti 
sono state saggiate in saggi di differenziamento e paragonate a Cripto 
wt. In base alia percentuale di EB contenente aree contrattili, entrambe 
le proteine mutanti hanno una capacita paragonabile nel promuovere il 
differenziamento dei cardiomiciti a quella di Cripto wt (Tabella 3), 
indicando che I'aggiunta di residui glicidici non e richiesta per I'attivita di 




Cripto in cellule ES. 

1 ^ ^ _ . a 


Tabella 1. % di EB contrattili da cellule 
AikA nmann o di Taram-A di Zebrafish 


ES Cripto"' 


trasfettate con i recettort wt o ca ai 


Cellule 


Costrutto 


EB analizzati 


% EB contrattili 


~DE7 


none 


70 




0 


DE7 


Cripto wt 


50 




96.6 


DE7 


Alk4wt 


76 




0 


DE7 


Alk4ca 


50 




16.0 


DE7 


Taram-A wt 

• 


55 




0 


DE7 


Taram-A ca 


64 




45.0 


DE7 


empty vector 

i 


56 




0 


DE14 


None 


80 




0 


DE14 


Cripto wt 


54 




94.4 


DE14 


Taram-A wt 


50 




1.9 


DE14 


Taram-A ca 


51 




62.2 


DE14 


empty vector 


60 




0 



I dati sono rappresentativi di almeno due esperimenti indipendenti. 
DE7 e DE14 sono due cloni indipendenti di Cripto" 7 " (si veda Mat. e Met.). 



< 

26 



Tabelia 2. % di EB cotnrattili da cellule Cripto ' trasfettate. 
Costrutto Proteina EB analizzati 



Alk4 ca 
Alk4 ca 



% EB contrattili 

leTo 

87.3 



none 50 
Cripto* 87 
empty vector none 49 0 

empty vector Cripto* 60 96.6 

EB di due giorni sono stati trattati con 10 //g/ml diCripto ricom binante per 3 giorni. 



Tabelia 3. % di EB contrattili da cellule ES Cripto" 1 - trasfettate con Cripto wt o con suoi 



mntanti - — 


Cellule 


Costrutto 


EB analizzati 


% EB contrattili 


~DE7 


none 


97 


0 " 


DE7 


Cripto wt 


56 


98.2 


DE7 


N63I 


54 

• 


91.5 


DE7 


G71N 


54 


0 


DE7 


T72A 


62 


90.3 


DE7 


S77A 


60 


95.0 


DE7 


F78A 


47 


42.5 


DE7 

* 


F78W 


60 


95.0 


DE7 


H104A 


56 


89.3 


DE7 


W107G 


57 


7.6 


DE7 


R116G 


49 


80.0 


DE7 


L122N 


103 


92.0 


DE7 


empty vector 


65 


0 


DE14 


none 


85 


0 


DE14 


Cripto wt 


54 


94.4 


DE14 


G71N 


49 


0 


DE14 


F78A 


45 


66.0 


DE14 , . 

* -* 


W107G 


57 


30.5 


DE14 


* 

.empty vector 


71 


0 



I dati sono rappresentativi di almeno due esperimenti indipendenti. 
D E7 e DE14 sono due cloni indipendenti di Cripto^" (si veda Mat, e Met.). 
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RIVENDICAZIONI 

1. Metodo per indurre cellule staminali a differenziare in cardiomiociti 
che comprende I'esposizione per un tempo e in quantita efficaci di una 
proteina della famiglia EGF-CFC o suoi derivati aventi almeno i domini 
EGF e CFC. 

2. Metodo secondo la rivendicazione 1 in cui i domini derivano dalla 
sequenza della proteina Cripto. 

3. Metodo secondo la rivendicazione 2 in cui i domini derivano dalla 
sequenza della proteina Cripto umana. 

4. Metodo secondo la rivendicazione 2 in cui i domini derivano dalla 
sequenza della proteina Cripto di topo. 

5. Composizione per uso terapeutico per il trattamento di deficienze 
cardiache, comprendente una quantita terapeuticamente efficace di una 
proteina o derivato di essa, avente almeno i domini EGF e CFC di una 
proteina della famiglia EGF-CFC. 

6. Composizione secondo la rivendicazione 5 in cui la proteina ha 
) almeno i domini EGF e CFC della proteina Cripto. 

7. Composizione secondo la rivendicazione 6 in cui i domini derivano 
dalla sequenza della proteina Cripto umana. 

8. Composizione secondo la rivendicazione 6 in cui i domini derivano 
dalla sequenza della proteina Cripto di topo. 

Roma, 

P&V Gabriella Minchiotti, Silvia Parisi, Maria Persico 
DE:SIMONE & PARTNERS S.p.A. (OC) 
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